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Rekombinante Foamy Virus Vektoren fur medizinische und diagnostrsche Anwendungen sowie Verfahren zur 
HersteMung von rekombinanten Foamy Virus Vektoren 

57) Die vorliegende Erfindung betrifft die Darsteliung neuer 
Vektorsysteme, die durch gentechnische in vitro Neukombi- 
nation von Nukleinsauren von Foamy Virus Species und 
exogener Nukieinsaure erzeugt werden und durch geeignete 
Wirtszellen oder durch gentechnisch veranderte Verpak- 
kungszellinien produziert werden. Die gentechnische Dar- 
steliung besonders geeigneter Verpackungszellinien ist 
ebenfalls Bestandteil dieser Erfindung. Der sichere und 
effiziente Transfer therapeutischer und anderer Gene durch 
Foamy Virus Vektoren in eukaryotische Zellen zeichnet diese 
Erfindung aus. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft die Darstellung 
neuer Vektorsysteme, die durch gentechnische in vitro 
Neukombination von Nukleinsauren von Foamy Virus 5 
Species und exogener Nukleinsaure erzeugt werden 
und durch geeignete Wirtszellen oder durch gentech- 
nisch veranderte Verpackungszellinien produziert wer- 
den. Die gentechnische Darstellung besonders geeigne- 
ter Verpackungszellinien ist ebenfalls Bestandteil dieser 10 
Erfindung. Der sichere und effiziente Transfer thera- 
peutischer und anderer Gene durch Foamy Virus Vek- 
toren in eukaryotische Zellen zeichnet diese Erfindung 
aus. 

Die Foamy Virus Vektoren erreichen ein extrem brei- 15 
tes Spektrum eukaryotischer Zellen: sie transduzieren 
sehr unterschiedliche Saugetierzellen, insbesondere 
konnen sie fur den Gentransfer in viele, unterschiedliche 
somatische Zellen des Menschen verwendet werden. 

Die Foamy Virus Vektoren zeichnen sich durch eine 20 
groBe Aufnahmekapazitat fur exogene DNA-Fragmen- 
te aus. 

Die Expression exogener DNA in den Foamy Virus 
Vektoren laBt sich zum Beispiel durch den viralen 
Transaktivator bel-1 stringent regulieren, wenn im Vek- 25 
tor kein exogener Promotor verwendet wird. 

Die von Foamy Virus abgeleiteten Foamy Virus Vek- 
toren sind im Menschen apathogen und lassen sich da- 
her sicher verwenden. Die sichere Verwendung ergibt 
sich auch daraus, daB in chromosomaler DNA des Men- 30 
schen keine homologen DNA-Sequenzen vorkommen 
und AnlaB zu homologer Rekombination von Foamy 
Virus Vektor und zellularer DNA geben konnen. Foamy 
Viren sind phylogentisch distinkt gegenuber anderem 
Retroviren. 35 

Von Foamy Virus und seinen abgeleiteten Vektoren 
ist kein oncogenes Potential bekannt. 

Replikationskompetente Foamy Virus Vektoren wur- 
den z. B. durch Deletion der Virusgene bel-2 und bel-3 
dargestellt, 40 

Den Foamy Virus Vektoren pFOV-1, pFOV-2 und 
pFOV-3 ist z. B. gemeinsam eine Deletion von etwa 420 
Basenpaaren in 3'-Richtung anschlieBend an das bel-1 
Gen. 

Weiterhin wurden replikationskompetente Foamy 45 
Virus Vektoren wie z. B. pFOV-4 dargestellt, die sich in 
ebenfalls gentechnisch dargestellten Verpackungszelli- 
nien produzieren lassen. 

Foamy Virus Vektoren sind geeignet fur die Expres- 
sion exogener DNA in menschlichen oder tierischen 50 
Zielzellen zur Bildung therapeutisch wirksamer Prote- 
ine oder Antisense-RNA oder Koder-RNA. Foamy Vi- 
rus Vektoren sind geeignet fur die Expression exogener 
DNA in Menschen oder Tieren zur Erzeugung einer 
humoralen Immunitat und/oder einer zellularen Im- 55 
munitat. 

Foamy Virus Vektoren sind geeignet, durch die Aus- 
wahl der exogenen Nukleinsaure des Vektors in der 
chromosomalen DNA der Zielzeilen in Menschen oder 
Tieren durch homologe Rekombinantion unerwunschte eo 
Gene zu inaktivieren oder Gendefizite zu komplement- 
ieren. 

Foamy Virus Vektoren sind geeignet, durch die Regu- 
lation der Expression eines Reportergens im Zielgewe- 
be oder durch andere Genkonstruktionen als diagnosti- 65 
sches Agens verwendet zu werden. 

Humanes Foamy Virus (HFV) gehort zur Spumavi- 
rus-Familie der Retroviren. Die Spumavirus-Familie der 



Retroviren unterscrSJRet sich deutlich von anderen Re- 
troviren [R.M. Flugel et al., EM BO J. 6 2077 — 2084 
(1987); B. Maurer et al., J. Virol. 62 1590— 1597 (1988); A. 
Rethwilm et ah. Nucleic Acids Res. 18, 733 — 738(1990)]. 

Von besonderer Bedeutung fur die vorliegende Erfin- 
dung ist, daB eine Pathogenitat fur HFV-Isolate bislang 
im Menschen nicht nachgewiesen werden konnte. Da 
HFV weiterhin eine Vielzahl unterschiedlicher Zell-Ty- 
pen in menschlichem Gewebe transduziert, wurden ab- 
geleitet vom infektidsen molekularen KJon pHSRC [A. 
Rethwiln et aU Nucleic Acids Research 18 733—738 
(1990)] Vektoren als "Gene Delivery Systems" entwik- 
kelt, die Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
Foamy Virus als Vektor fur das "Gene Delivery" ist neu. 

HFV- Vektoren unterscheiden sich grundsatzlich von 
anderen retroviralen Vektoren wie z. B. MoMLV (Mo- 
loney Murine Leukosis Virus), von dem die weit verbrei- 
teten Vektoren N2 [A.D. Miller et aL, Biotechniques 2, 
980-990 (1989)] abgeleitet sind, indem fur HFV keiner- 
lei oncogenes Potential bekannt ist und eine sichere 
Verwendung von HFV- Vektoren anzunehmen ist Au- 
Berdem verfugen Foamy Viren uber ein ausgesprochen 
breites Wirtsspektrum, das fibroblastoide, epitheloide 
und Iymphatische Zellen einschlieBt. Weiterhin steilen 
HFV-Derivate sichere Vektoren dadurch dar, daB die 
Anwesenheit des viralen Transaktivators bel-1 fur die 
transkriptionelle Aktivitat der Foamy Virus LTR (Long 
Terminal Repeat) zwingend notwendig ist. Wenn der 
Vektor aber die genetische Information fur den bel-1 
Transaktivator nicht enthalt, kann kein mobilisierbarer, 
replikationskompetenter HFV- Vektor in der Zelle z. B. 
mit oncogenem Potential entstehen, weil die LTR-Se- 
quenz ohne transaktivierendes bel-1 Gen nicht die 
Transkription aktiviert. Die Aktivierung von zellularen 
Oncogenen durch Insertionsmutagenese ist ebenfalls 
unwahrscheinlich. Weiterhin ist ein Sicherheitsfaktor 
fur HFV-Derivate als Vektoren, daB endogene Homolo- 
ge yon Foamy Viren nicht bekannt sind und Rekombi- 
nationen mit endogenen Retroviren daher nicht in Fra- 
ge kommen. Diese Beobachtung ist auch von Bedeutung 
fur die besondere genetische Stabilitat von Foamy Virus 
Vektoren in der Anwendung. 

Rekombinante Foamy Viren, wie sie z. B. in den nach- 
folgend aufgefiihrten Konstruktionsbeispielen fur 
pFOV-1 bis pFOV-4 beschrieben sind, eignen sich fur 
den Transfer von genetischem Material in permanente 
tierische oder menschliche Zellinien oder somatische 
Zeilen in Menschen oder Tieren. Sie steilen einen Vek- 
tor fiir das Einbringen von Erbinformation in eukaryoti- 
sche Zellen dar, der gegenuber herkommlichen Gen- 
transfersystemen (MoMLV, adenoassoziiertes Virus, 
Sindbis Virus oder Formulierungen von DNA mit Ade- 
noviruspartikeln, Detergenzien und anderen Zusatz- 
stoffen oder physikalische Methoden) in der Breite der 
Anwendungsmoglichkeiten und in der Effektivitat des 
Gentransfers in die Zielzellen und in der Sicherheit der 
Handhabung Vorziige aufweist 

So konnen die Foamy Virus Vektoren, die in den Bei- 
spielversuchen genannt sind und eine multiple Klonie- 
rungssequenz fiir das Einfiigen exogener Nukleinsauren 
im Bereich des bel-1 oder bel-2 Gens aufweisen, fur die 
nachfolgend genannten Verwendungen benutzt werden. 
Es sind aber auch andere Deletionen in der proviralen 
DNA von pHFV oder anderen Foamy Virus Isolaten 
moglich, um eine multiple KJonierungssequenz einzufu- 
gen und damit andersartige Foamy Virus Vektoren zu 
konstruieren. 

Da solche rekombinanten Foamy Virus Vektoren ei- 
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ne exogene Nukleinsaure (DNA^ragment) aufnehmen 
konnen, die in ihrer Lange durchaus 1700 Basenpaare 
Qberschreiten kann, konnen solche Foamy Virus Vekto- 
ren eine exprimierbare, exogene DNA fur eine Vielzahl 
von Anwendungsmoglichkeiten in Zellinien fur Produk- 
tionszwecke oder in somatische Zellen fur medizinische 
oder diagnostische Zwecke einfiihren: 

I. Foamy Virus Vektoren fur die Vakzinierung 

Die exogene Nukleinsaure in einem rekombinanten 
Foamy Virus Vektor kann ein oder mehrere komplette 
Gene zur Expression von einem oder mehreren Poly- 
peptiden umfassen. Dabei konnen die Polypeptide ge- 
eignet sein, nach der Expression in transduzierten Ziel- 
zellen durch diesen Foamy Virus Vektor im Menschen 
oder im Tier eine humorale und/oder zellulare Immun- 
itat auszulosen. Es ist gezeigt worden, daB insbesondere 
intrazellular gebildetes Polypeptid fur die Auslosung 
der zellularen Immunitat von Bedeutung ist (J.B. Ulmer 
et. al. Science 259, 1 745— 1749(1993)). 

Foamy Virus Vektoren mit exogener Nukleinsaure, 
die virale Proteine von HIV, HTLV, Hepatitis B, Hepati- 
tis C, humanem Papillomavirus, Zytomegaiievirus, HSV, 
Influenzavirus, animalen Herpesviren wie z. B. PRV, 
BHV, EHV oder anderen Viren kodieren und in transdu- 
zierten, somatischen Zielzellen exprimieren, konnen po- 
tente Vakzine darstellen, die praventiv oder als Behand- 
iungsmaBnahme nach der Infektion von Mensch oder 
Tier durch ein pathogenes Virus eingesetzt werden kon- 
nen. 

Weiterhin konnen Foamy Virus Vektoren nach dem 
gleichen Prinzip fur die Vakzinierung gegen bakterielle 
Infektionen, Mykoplasmainfektionen oder Infektionen 
durch Plasmodien oder andere Endoparasiten einge- 
setzt werden. 

II. Foamy Virus Vektoren fur die Expression 
therapeutischer RNA insbesondere fur die Therapie 

von Virus- und Krebserkrankungen 

Die exogene Nukleinsaure in rekombinanten Foamy 
Virus Vektoren kann ein oder mehrere Gene umfassen, 
die in transduzieren Zellen RNA exprimieren, die eine 
komplementare (Antisense-)Nukieobasensequenz zu 
unerwunschten RNA-Molektilen in der Zielzelle auf- 
weist, oder eine nukJease-aktive Ribozym-RNA auf- 
weisu 

Diese unerwunschten RNA-Molekiile konnen ge- 
nomische RNA von Lentiviren oder anderen RNA- Vi- 
ren sein. Es konnen Messenger RNA-Molekiile von in- 
trazellularen Pathogenen wie Lentiviren (HIV, HTLV 
u. a.) Hepatitis B Viren, Hepatitis C Viren, humanen Pa- 
pillomaviren, Zytomegalieviren, Epstein-Barr Viren, 
Herpes simplex Viren, Herpes Viren der Tiere (PRV, 
-BHV, EHV z. B.) oder andere pathogene Viren oder 
Mycoplasmen oder intrazellular replizierende Prokary- 
onten sein. 

Die unerwiinschten RNA-Molekiile konnen aber 
auch mRNA-Transkripte von Oncogenen sein oder von 
anderen Genen, die ursachlich zu malignem Wachstum 
von somatischen Zellen beitragen. So wiirde man z. B. 
Foamy Virus Vektoren, die Antisense-RNA gegen das 
c-myc RNA-Transkript exprimieren, bei malignen Er- 
krankungen wie Burkitt-Lymphoma einsetzen. Die un- 
erwunschten RNA-Molekule konnen auch Proteine ko- 
dieren, die ursachlich an der Entstehung oder Manife- 
station von Autoimmunerkrankungen oder Stoffwech- 




selerkrankungen betCiligt sind. Solche unerwunschten 
RNA-Molekiile konnen mit Hilfe komplementarer An- 
tisense-RNA, die von einem rekombinanten Foamy Vi- 
rus Vektor kodiert sein kann, durch Watson-Crick Ba- 
5 senpaarung sequenz-selektiv in transduzierten Zellen 
inaktiviert werden. 

Daher konnen Foamy Virus Vektoren verwendet 
werden, um mit Hilfe der Antisense-RNA Expression in 
infizierten oder krankhaft veranderten Zellen, eine The- 
:o rapie gegen bakterielle, virale oder andere Infektions- 
krankheiten, sowie eine Therapie gegen Krebs- oder 
Autoimmunerkrankungen durchzufiihren. 

Die mit Hilfe von Foamy Virus Vektoren exprimierte 
Antisense-RNA oder Ribozym-RNA kann auch gegen 
15 andere Gene, die an Stoffwechselkrankheiten oder neu- 
rodegenerativen Krankheiten beteiligt sind, gerichtet 
sein. So kann die Inaktivierung von mRNA kodierend 
fur Alzheimers (3-Amyloid-Proteinprecursor oder Ace- 
tylcholinesterase in neuronalem Gewebe mit Antisense- 
20 RNA oder Ribozym-RNA exprimiert durch Foamy Vi- 
rus Vektoren von therapeutischem Nutzen sein. 

Anstelie von exogener Nukleinsaure, die in therapeu- 
tisch zu nutzenden rekombinanten Foamy Virus Vekto- 
ren Antisense-RNA kodiert, laBt sich eine exogene Nu- 
25 kleinsaure in Foamy Virus Vektoren einfiihren, die eine 
Koder-RNA ("decoy- RNA") kodiert. 

Koder-RNA kann eine starke antivirale Wirkung ent- 
falten und z. B. zur Behandlung von Virusinfektionen 
eingesetzt werden. 
30 Zu diesem Zweck enthalt die Koder-RNA bestimmte 
Nukleobasensequenzen. die ihrerseits virale Proteine 
binden, die fiir die Repiikation eines pathogenen Virus 
essentiell sind. So konnen z. B. Koder-RNA Sequenzen 
in vielfacher Kopienanzahl die TAR-Nukleobasense- 
35 quenz und die REV-Resposive-Element Nukleobasen- 
sequenz (RRE) aus HIV enthalten und die regulatori- 
schen Proteine tat und rev von HIV kompetitiv binden 
und dadurch die HIV-Replikationsrate in der infizierten 
Zeile senken. Dies bedeutet einen therapeutischen anti- 
40 viralen Effekt. 

Die Koder-RNA kann aber auch die Verpackungsse- 
quenz von Lentiviren enthalten, wie sie z. B. fiir HIV in 
der genomischen RNA zwischen 5 f -LTR und bis in die 
gag-Sequenz hinemreichend beschrieben ist. 



45 

III. Foamy Virus Vektoren fur die Expression von 
Polypeptiden zur Therapie von Virus-, Krebs- und 
Autoimmunerkrankungen 

50 Die exogene Nukleinsaure in einem rekombinanten 
Foamy Virus Vektor kann ein oder mehrere Gene zur 
Expression von Polypeptiden umfassen. Werden diese 
Polypeptide in der durch den Vektor transduzierten 
Zielzelle exprimiert, so konnen diese Polypeptide trans- 
55 dominant negativ regulierende Proteine sein, die die Re- 
plikationsrate eines pathogenen Virus hemmen und da- 
her antiviral wirksam sind. Transdominant negativ regu- 
lierende Proteine sind z. B. Proteine, die den Aufbau von 
Viruspartikeln storen oder ein verandertes tat-Protein 
eo oder rev-Protein von HIV darstellen. 

Diese veranderten Proteine binden zwar noch die 
TAR oder RRE-Sequenz der HIV-RNA, aber durch ei- 
ne Mutation im nicht bindenden Teil des Proteins wird 
ihre biologische Funktion, namlich die Antitermination 
65 der Transkription (die tat- Funktion) oder die RNA pro- 
zessierende Funktion von rev mcht mehr ausgebildet. 

Andere antivirale Polypeptide mit therapeutischer 
Wirkung bei Viruserkrankungen sind solche, die dem 
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Rezeptor fur die Intemalisierung*3es pathogenen Virus 
an der Virusbindestelle gleichen. Mit Hilfe eines Foamy 
Virus Vektors Iassen sich Polypeptide im Organismus 
exprimieren und sezernieren, die an die Bindungssteile 
des pathogenen Virus binden, die fur das Anbinden des 5 
Virus an den zellularen Rezeptor von Bedeutung ist, und 
damit die Virusaufnahme in die Zelle blockieren. Von 
therapeutischer Wirkung in diesem Zusammenhang 
konnte ein Foamy Virus Vektor sein, der ein CD4-PoIy- 
peptidfragmem exprimiert, das durch die Bindung an gp 10 
120 von HIV die de novo Infektion von menschlichen 
Zellen durch HIV unterbindet 

In ahnlicher Weise konnte das mit Hilfe von rekombi- 
nantem Foamy Virus Vektor gebildete Polypeptid einen 
loslichen Teil eines Wachstumsfaktorrezeptors darstel- 15 
len und uberexprirnierten Wachstumsfaktor, der zu ma- 
lignem Zellwachstum fuhrt, abfangen. Dadurch wiirde 
der Foamy Virus Vektor Antitumoreigenschaften aus- 
pragen. 

Dieses Prinzip lieBe sich auch zur Behandlung von 20 
Autoimmunerkrankungen anwenden. Zwei Beispiele 
seien in diesem Zusammenhang genannt: 

1. Zur Immunsuppression, auch zur Vermeidung 
der OrganstransplantatabstoBung, wird ein Foamy 25 
Virus Vektor verwendet, der mit Hilfe seiner exo- 
genen Nukleinsaure einen sezernierbaren Anti-In- 
terleukin-2 Antikorper im Zielgewebe exprimiert. 

2. Der Foamy Virus Vektor exprimiert ein sezer- 
nierbares Polypeptid im Zielgewebe, das ein Pep- 30 
tidfragment der Acetyicholinrezeptor alpha-Unte- 
reinheit enthalt und zur Bindung und Inaktivierung 
von Antikorpern bei Patienten mit Myasthenia gra- 
vis befahigt ist. 

35 

Andere mit Hilfe von rekombinanten Foamy Virus 
Vektoren exprimierten Polypeptide konnten Lymphoki- 
ne wie etwa Interleukin-2 in neoplastisch transformier- 
ten aber chemisch oder physikalisch proliferationsge- 
hemmten Zellen zur Immuntherapie bei FCrebs sein. Da- 40 
bei werden die Zellen flir die Immuntherapie ex vivo mit 
Foamy Virus Vektor transduziert. 

Fur die antivirale- und/oder die Krebs-Therapie ist 
auch die Foamy Virus Vektor vermittelte Expression 
von einem oder mehreren Interferonen im Zielgewebe 45 
denkbar. 

Weiterhin ist fiir die Behandlung von neoplastisch 
transformierten Zeilen oder Zellen, die durch Lentiviren 
oder Hepatitis Viren befallen sind, eine Therapie mit 
rekombinanten Foamy Virus Vektoren dadurch mog- 50 
lich, daB die Vektoren im Zielgewebe ein Toxin expri- 
mieren oder ein Polypeptid, das erst durch das intrazel- 
lulare Pathogen oder den besonderen Stoffwechsel der 
neoplastisch transformierten Zelle in ein zytotoxisches 
Polypeptid umgewandelt wird. Foamy Virus Vektoren 55 
konnten zur Expression von Ricin A oder Diphtherie- 
Toxin oder Staphylococcus aureus Enterotoxin B oder 
Colicin E oder andere Toxine konstruiert werden. Fiir 
die zell- oder organspezifische Expression solcher Pro- 
dukte wurden Foamy Virus Vektoren konstruiert wer- eo 
den, die das zytotoxische Polypeptid unter der Kontrol- 
le eines zell- oder organspezifischen Promotors bilden. 

Andere therapeutische Proteine, die durch rekombi- 
nante Foamy Virus Vektoren endogen in Zielzellen ex- 
primiert werden konnen, sind z. B. Proteaseinhibitoren 65 
gegen virale Proteasen von pathogenen Lentiviren oder 
Hepatitis Viren. Es konnen auch Proteaseinhibitoren 
gegen Elastase und/oder Trypsin und andere Proteasen 



Scn^^K-I 



sein, die bei der Scri^R-Lunge, Emphysem und anderen 
Kxankhehszustanden zu hemmen sind. Es konnen auch 
Proteine wie z. B. Tumor Nekrose Faktor (TNF) sein, 
die zur Kxebsbehandlung mit Foamy Virus Vektoren 
verwendet werden konnen. Weiterhin konnen mit Hilfe 
der Expression durch Foamy Virus Vektoren fehlende 
Tumor-Suppressorgene exprimiert werden. 

IV. Foamy Virus Vektoren zur homologen 
Rekombtnation mit zellularer, chromosomaler DNA 

Unerwiinschte Gene, z. B. provirale DNA von Lenti- 
viren, amplifizierte Oncogene, Erbkrankheiten ausl6- 
sende Gene und andere Gene konnen durch Foamy 
Virus Vektoren, die exogene Nukleinsaure mit homolo- 
gen DNA-Sequenzen zu den unerwiinschten Genen 
enthalten, inaktiviert werden. Dafur ist die exogene Nu- 
kleinsaure der Foamy Virus Vektoren so ausgewahit, 
daB sie mit hoher Frequenz in bevorzugter Weise durch 
homologe Rekombination zur Zerstorung der entspre- 
chenden zellularen Gene fuhrt. Auf diese Weise kann 
aber auch ein defektes Gen am Genort durch Rekombi- 
nation mit dem intakten Gen der exogenen Nukleinsau- 
re des Foamy Virus Vektors korrigiert werden. 

V. Foamy Virus Vektoren zur somatischen Gentherapie 
von Erbkrankheiten 

Erbkrankheiten wie z. B. Defizienzen in den Blutge- 
rinnungsfaktoren VIII oder Faktor IX, oder in Adenos- 
indesaminasedeftzienz, oder in Hamoglobinopathien 
oder in zystischer Fibrose, oder in familiarer Hypercho- 
lesterinamie oder in erblichem Emphysem oder in Du- 
chenne Muskeldystrophie oder in anderen Erbkrankhei- 
ten konnen durch den Transfer des entsprechenden, 
korrekten Gens mit Hilfe von Foamy Virus Vektoren in 
somatische Zeilen behandelt werden. 

VI. Foamy Virus Vektoren zur Behandlung von 
Herzkreislauferkrankungen 

Rekombinante Foamy Virus Vektoren, deren exoge- 
ne Nukleinsaure ein oder mehrere Gene zur Expression 
von Polypeptiden umfassen, die blutdruckregulierend 
wirken, konnen konstruiert werden. So konnen die Poly- 
peptide z. B. transdominant negativ regulierende atriale 
natriuretische Peptide sein. Es konnen Polypeptide zur 
Bindung und Inaktivierung des zirkulierenden ANP 
(atriales natriuretisches Peptid) oder ANF (atrialer na- 
triuretischer Faktor) sein. Diese Polypeptide konnen 
z. B. antikorperahnliche Proteine sein oder es konnen 
z. B. losliche Rezeptor-Derivate von ANP oder ANF 
bindenden Rezeptoren sein. Es konnen Renin-Inhibito- 
ren oder Inhibitoren der Angiotensin-Converting-Enzy- 
me sein, urn einige Beispiele zu nennen. 

Die Gene der exogenen Nukleinsaure aus Foamy Vi- 
rus Vektoren konnen aber auch Produkte kodieren, die 
die Ausbildung von Arteriosklerose oder andere Herz- 
Kreislauferkrankungen verhindern. Diese Produkte 
konnen proliferationshemmende Stoffe fiir Endothel- 
zellen oder Zellen der glatten Muskulatur sein, z. B. An- 
tisense-RNA gegen c-myb mRNA oder gegen TGF-P 
mRNA, um Beispiele zu nennen. 

Das durch einen Foamy Virus Vektor gebildete thera- 
peutische Produkt kann aber auch in diesem Zusam- 
menhang der LDL-Rezeptor sein. 

Foamy Virus Vektoren lassen sich konstruieren zur 
Expression von Antisense-RNA oder Ribozym-RNA, 
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die gegen adhasive Proteine wfP z. B. E-Seiectin oder 
P-Selectin gerichtet ist. Neben der Translationshem- 
mung der mRNA von ausgewahlten adhasiven Prote- 
inen durch kompiementare RNA, konnen die Foamy 
Virus Vektoren auch exogene Nukieinsaure zur Expres- 5 
sion von Polypeptiden enthalten, die in die Blutbahn 
sezerniert werden und die Wechselwirkung von Blutzel- 
len untereinander (z. B. Biutplattchen-Aggregation) 
oder von Blutzellen mit Endothelzelien dadurch biok- 
kieren, daB diese Polypeptide seiektiv an adhasive Pro- 10 
teine wie z. B. E-Selectin oder P-Selectin binden. 

Die Blockierung von adhasiven Proteinen im Blut und 
an Endothelzelien ist als therapeutisches Prinzip bei 
krankhaften GefaBveranderungen und Entzundungser- 
krankungen von Bedeutung. 15 

VII. Foamy Virus Vektoren furdiagnostische 
Anwendungen 

Die exogene Nukieinsaure von rekombinanten Foa- 20 
my Virus Vektoren kann ein Gen oder ein Genfragment 
umfassen, das in der Zelle durch einen nachzuweisenden 
Stoff aktiviert wird und dadurch spezifisch und mit ver- 
starkbarem Signal in einer hochsensitiven Weise den 
nachzuweisenden Stoff detektierbar macht. 25 

Als Beispiel sei hier der Nachweis eines viralen oder 
bakteriellen Transaktivatorproteins in Zellen aus Biop- 
sie- Material, Korperflussigkeiten, Zellinien, Produk- 
tionszellinien oder anderen Zellen genannt. Durch 
Kopplung einer transaktivierbaren Gensequenz mit ei- 30 
nem nachgeschalteten Reportergen wie z. B. Luciferase 
oder 3-Galactosidase oder eine Peroxidase, konnen soi- 
che Transaktivatorproteine, die ihrerseits etwa eine In- 
fektion belegen, sensitiv durch einen Foamy Virus Vek- 
tor in den zu untersuchenden Zellen nachgewiesen wer- 35 
den. 

VIII. Konstruktion von Foamy Virus Vektoren durch in 
vitro Neukombination von Nukleinsauren 

40 

Der Klon pHFV (Abb. 1) ist ein Derivat von pHSRV. 
pHSRV weist in dem 3'-LTR eine Insertion von etwa 
150 Basenpaaren von nicht-viraier DNA auf. In pHFV 
wurde daher das 3'-LTR durch das entsprechende Afl 
IlXxba I-Fragment des 5'-LTR ersetzt. Ausgehend von 45 
infektiosem Plasmid pHFV, das ein Derivat des infekti- 
osen molekuiaren K.lons pHSRV ist und durch cDNA- 
Klonierung sowie durch fClonierung nicht integrierter 
viraler DNA des humanen Foamyvirus/humanen Spu- 
maretrovirus gewonnen wurde (A. Rethwilm et al. Gene 50 
59, 19 — 28 (1987). A. Rethwilm et al. Nucleic Acids Res. 
18, 733-738 (1990)), wurden durch Deletion mit Hilfe der 
RestriktionsendonukJeasen AccI in der Nukleotid-Posi- 
tion 10420 und Hindlll in der Nukleotid-Position 10844 
Deietionen im Bereich der bel-l/bel-2 Gene eingeftihrt. 55 
In diese Deletion wurde eine multiple Kloniersequenz 
mit den Schnittstellen fur EcoRV, Smal und Nrul inser- 
tiert. Auch auf diese Weise wurden die Foamy Virus 
Vektoren pFOV-1, pFOV-2 und pFOV-3 dargestellt 
(siehe auch Abb. 1 —4). Alle Nukleotidpositionen bezie- 60 
hen sich auf den Klon pHFC. Die Angaben bezogen auf 
genomische HFV-RNA sind durch Abzug von 829 Nu- 
kleotiden bei alien Nukleotidpositionen zu erhaken. 

Diese Vektoren sind replikationskompetent und wur- 
den erfolgreich zur Expression exogener Nukieinsaure 65 
verwendet (z, B. zur Expression des CAT-Gens (Chlo- 
ramphenicol acetyltransf erase)). 

Der Vektor pFOV-4 (Abb. 1 und 5) wurde durch De- 
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ietion der proviralen DNA zwischen den Schnittstellen 
EcoRI (Nukleotid-Position 9529) und Hindlll (Nukleo- 
tid-Position 10844) dargestellt. Diener Foamy Virus 
Vektor ist replikationsinkompetent. 

IX. Produktion von Foamy Virus Vektoren 

Die replikationskompetenten Foamy Virus Vektoren 
wie z. B. pFOV-1 bis pFOV-3 lassen sich in Zellinien wie 
z. B. HBL 299 (ATCC CCL 137) humanen, embryonalen 
Lungenfibroblastenzellen, BHft-21 (C-13) (ATCC CCL 
10) Hamsternierenzellen, CF2TH (ATCC CRL 1430) 
Hundethymus-Zellinie, MRC5 (ATCC CCL 171) huma- 
ne Lungenzeilinie, CHO Chinese Hamster Ovary-Zelli- 
nie, VERO (ATCC CCL 81 ) African Green Monkey Nie- 
ren-Zellinie, 3T3-TK (ATCC CCL 92) Mausfibroblasten- 
Zellinie oder anderen Zellinien, Primargewebekulturen 
oder infizierten Tieren propagieren. Die Zellkulturiiber- 
stande oder Fliissigkeiten aus infizierten Tieren, die in- 
fektiose Foamy Virus Vektor Partikei enthalten, konnen 
fur die Infektion von Zielzellen eingesetzt werden. 

Replikationsinkompetente Foamy Virus Vektoren 
werden mit gentechnisch veranderten Verpackungszel- 
linien produziert. Der replikationsinkompetente Foamy 
Virus Vektor weist Gendeletionen auf, die eine Replika- 
tion des Vektors in einer somatischen, nicht durch repli- 
kationskompetente Foamy Viren infizierten Zelle, aus- 
schlieSen. Diese Gendeletionen konnen neben den bel- 
Genen den gag-Genbereich und/oder den pol-Genbe- 
reich und/oder den env-Genbereich umfassen. 

Die Proteine der oder des deletierten Gens werden 
durch ein oder mehrere Gene aus Foamy Virus gebildet, 
die z. B. durch konventionellen Gentransfer (z. B. Elek- 
troporation oder CaP04-razipitation) in eine Verpak- 
kungszellinie transfiziert wurden. Die Verpackungszelli- 
nie zeichnet sich durch die Expression von einem oder 
mehreren Foamy Virus Proteinen wie gag-, pol- und/ 
oder env-Protemen aus, die es erlauben, die genomische 
RNA des Vektors, die auch die exogene Nukieinsaure 
beinhaltet, in infektiose Foamy Virus Partikei zu verpak- 
ken, weil diese Proteine in trans in der Verpackungszei- 
linie bereitgestelit werden. 

Aus Sicherheitsgrunden lassen sich auf diese Weise 
infektiose aber nicht replikationsfahige Foamy Virus 
Vektor Partikei produzieren. Die Verpackungszeilinie 
kann eine der obengenannten Zellinien oder eine ande- 
re, geeignete Zellinie sein. 

Andererseits kann der Foamy Virus Vektor aber auch 
als reine provirale DNA aus einer entsprechend klonier- 
ten Plasmid-DNA gewonnen werden und mit oder ohne 
Formulierhilfsstoffe wie z. B. kattonische Lipide oder 
Proteine, die einen Carrier darstellen, direkt durch In- 
jektion, Elektroproration, PartikelbeschuB oder ahnli- 
che Techniken fur medizinische oder diagnostische An- 
wendungen in die Zielzellen gebracht werden. 

Legenden der Abbildungen 

Abb. 1 

Schematische Darstellung der Genomstruktur von 
pHFV (infektiose provirale DNA von humanem Spuma- 
retrovirus HSRV) und durch Deietionen an den Schnitt- 
stellen AccI (Nukleotid-Position 10420) und Hindlll 
(Nukleotid-Position 10844) daraus abgeleitete Foamy 
Virus Vektoren pFOV-1, pFOV-2 und pFOV-3. Der re- 
piikationsinkompetente Vektor pFOV-4 weist eine gro- 
Bere Deletion zwischen EcoRI (Nukleotid-Position 
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9529) und Hindlll (Nukleotid-Po*TTion 10844) auf. An- 
stelle der Deletionen wurden multiple Klonierstellen 
eingefuhrt, z. B. die hier gezeigte mit EcoR V, Smal und 
Nrul Schnittstellen. 

Abb. 2 

Restriktionskarte des Foamy Virus Vektors pFOV-1. 

Abb. 3 

Restriktionskarte des Foamy Virus Vektors pFOV-2. 

Abb. 4 

Restriktionskarte des Foamy Virus Vektors pFOV-3. 

Abb. 5 

Restriktionskarte des Foamy Virus Vektors pFOV-4. 2 o 
Patentanspruche 

1. Foamy Virus Vektor, der eine exogene Nukiein- 
saure zur Expression von einem oder mehreren 25 
Gen-Produkten mit therapeutischer, vakzinieren- 
der oder diagnostischer Wirkung enthalt. 

2. Foamy Virus Vektor gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Foamy Virus Vektor ein 
Derivat von pHFV (infektiose oder nicht infektiose 30 
DNA von humanem Spumaretrovirus HSRV) mit 
einer Deletion im Bereich der bel-1, bel-2 und bel-3 
Gene ist zur Insertion der exogenen Nukieinsaure. 

3. Foamy Virus Vektor gemaB den Anspruchen 1 
bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB die exogene 35 
Nukieinsaure ein komplettes Gen oder mehrere 
komplette Gene zur Expression von Polypeptiden 
fur die humorale und/oderdie zellulare Immunisie- 
rung enthalt. 

4. Ein Foamy Virus Vektor gemaB den Anspruchen 40 
1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB die exogene 
Nukieinsaure ein Gen zur Expression von Antisen- 
se-RNA, Ribozym-RNA oder Koder-RNA enthalt. 

5. Ein Foamy Virus Vektor gemaB den Anspruchen 

1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB die exogene 45 
Nukieinsaure Genprodukte zur Hemmung der Tu- 
morbildung exprimiert. 

6. Foamy Virus Vektor gemaB den Anspruchen 1 
bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB die exogene 
Nukieinsaure Genprodukte exprimiert, die Gende- 50 
fekte im Zielorganismus beheben. 

7. Foamy Virus Vektoren gem&B den Anspruchen 1 
bis 6 zur Behandlung von Autoimmunerkrankun- 
gen, Herz-JCreislauferkrankungen Tumoren, vira- 
len Erkrankungen oder Gendefekten. 55 

8. Foamy Virus Vektoren gemaB Anspruch 1 bis 6, 
die eine exogene Nukleinsauresequenz zur Expres- 
sion eines Produktes fur diagnostische Verwendun- 
gen enthalten. 

9. Arzneimittel enthaltend Foamy Virus Vektoren eo 
gemaB den Anspruchen 1 bis 7. 

10. Eukaryotische Zellinien oder rekombinante eu- 
karyotische Zellinien zur Produktion von Foamy 
Virus Vektoren nach den Anspruchen 1 bis 9. 
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